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双歧杆菌粘附素对脂多糖和 N"O" 调节肠上皮细胞增殖和凋亡的影响
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摘要!目的 研究双歧杆菌分泌型粘附素对脂多糖!P?*"和 N"O" 体外调节肠上皮细胞增殖和凋亡的影响% 方法 用 %NDQ1R
掺入法&流式细胞仪和荧光染色等方法观察肠上皮细胞增殖和凋亡的情况%结果 ’$$2!>SP2P?* 对细胞增殖和凋亡均有

促进作用#"$$2!H-7SP2N"O" 可抑制肠上皮细胞增殖#促进凋亡% 丫啶橙荧光染色见细胞核染色质致密浓染或裂解成碎

片% 预先经双歧杆菌分泌型粘附素处理后#P?* 组细胞增殖和凋亡率均显著下降#N"O" 组细胞凋亡明显减少% 结论 在

体外#双歧杆菌分泌型粘附素能抑制 P?* 和 N"O" 对肠上皮细胞的损害作用#维持肠上皮细胞增殖与凋亡的平衡%
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22222222双歧杆菌是人体肠道中最重要的生理菌#对维持

肠道的微生态平衡和机体的健康具有重要意义% 我

们研究小组于 ’CC( 年首次从双歧杆菌耗尽培养上清

液中纯化出一种相对分子质量为 ’)2$$$ 的蛋白质#
能介导双歧杆菌并阻断致病性大肠杆菌!G?Ga"和产

毒性大肠杆菌!GQGa"对肠上皮细胞的粘附(’g%)% 日本

学者 ;+]9c6.6 等(E)也于 ’CCC 年从双歧杆菌培养上清

中分离出一种相对分子质量为 F"2$$$ 的蛋白质% 以

上提示双歧杆菌存在分泌型的粘附素成分#但该成分

对肠上皮细胞生物学活性的影响如何#尚不清楚% 本

研究通过 %NDQ1R 掺入法&流式细胞仪和荧光染色等

方 法# 观 察 体 外 双 歧 杆 菌 分 泌 型 粘 附 素 在 P?* 和

N"O" 调节肠上皮 P-@- 细胞增殖和凋亡中的作用%

’22材料和方法

’M’22材料

青春型双歧杆菌 ’$"( 株!!"/"$%01()*+"23 61-70KD
80:/9K2’$"(Y2hM261-2’$"("由 本 所 分 离&保 存#经U?\D2
"$U 及 QUh 系统!英国"和多次生化鉴定为青春型双

歧杆菌% 肠上皮细胞株 P-@- 引自本校病理教研室#
置于 R?_\2’)E$ 中#%(2!&Fi2aO" 孵箱内培养#取对

数生长期细胞实验% %NDQ1R 购于中国科学院上海核

技术开发公司% 凋亡检测试剂盒 U::0f9:2jD;\Qa 为

h9-@9K9-: 产品% P?*$456%,"MO’’’$hE!*9>H6 公司"%
’M"22方法

’M"M’22双歧杆菌分泌型粘附素的提取及纯化 按郑跃

杰等(’)报道的方法#将细菌接种于硫乙醇酸盐液体培

养基#置厌氧培养箱 %(2!培养 ET2W 离心收集培养上

清# 经饱和硫酸铵沉淀#*+,0.10f(F 柱凝胶过滤#kD2
*0,W6.-K02;; 离子交换层析后#收集第一峰#其相对

分子质量为 ’)2$$$#冻干保存%
’M"M"22%NDQ1R 掺入法测定细胞增殖 实验分为 ( 组$
对照组’P?*!’$$2!>2SP"或 N"O"!"$$2!H-7SP"单独处

理组’不同浓度粘附素!’&F&’$&"$&%$2!>SH7"l!P?*
或 N"O""组% 取对数生长期细胞#用含 Fi胎牛血清的

R?_\2’)E$ 配成 ’"’$ESH7 细胞悬液#接种于 C) 孔培
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表 !""双歧杆菌粘附素对 #$% 体外诱导肠上皮细胞增殖

的影响 !!!!"
!"#$% &’’()*+ ,’ !"#"$%&’()*+"’, "-.(+/0 ,0 /0*(+*/0"1
(2/*.(1/"1 )(11 23,1/’(3"*/,0 /0-4)(- #5 678 "- .")+%

&"#$%!&’’"
()*+, -$.
/*01)*2 3!"456784!9"36:74;
#$%!!;;!!<"=#" 58"3;6785!6"38>76>?
#$%!!;;!!<"=#" @ABCDEF*0! !!!<=G2" 5!"854765!>":!6759H

#$%!!;;!!<"=#" @ABCDEF*0! 5!!<=G2" 44";!37>4!3">48749II

#$%!!;;!!<"=#" @ABCDEF*0! !;!!<=G2" 4;";!;7::!9";4:7!>II

#$%!!;;!!<"=#" @ABCDEF*0"!9;!!<=G2" 35";!87!>!9";5478!II

#$%!!;;!!<"=#" @ABCDEF*0!3;!!<=G2" 3!":89786!!"34;758II
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表 9 双歧杆菌粘附素对 Q9R9 体外抑制肠上皮细胞增殖的

影响!!!!"
!"#$9 &’’()*+ ,’ !"/"$%01()*+"1, "-.(+/0 ,0 /0*(+*/0"1
(2/*.(1/"1 )(11 23,1/’(3"*/,0 /0./#/*(- #5 :9;9 *% )*+,-

&.#/%!&’’
()*+, -$.
/*01)*2 3!"3>974>!9":;67:6
Q9R9"&9;;"!G*2=#’ 6"5;3753!!"4>!765?
Q9R9"&9;;"!G*2=#’ @ABCDEF*0"&!"!<=G2’ !9"365755!9";!9795I

Q9R9"&9;;"!G*2=#’ @ABCDEF*0"&5"!<=G2’ !8">4>7;9!!">5;749II

Q9R9"&9;;"!G*2=#’ @ABCDEF*0"&!;"!<=G2’ 94"9887:!!9">567:5II

Q9R9"&9;;"!G*2=#’ @ABCDEF*0"&9;"!<=G2’ 9:"5>9799!9"56:755II

Q9R9"&9;;"!G*2=#’ @ABCDEF*0"&3;"!<=G2’ 39":967:;!9"4>:74;II

?0L;7;!")! M*01)*2"<)*+,K"I0L;7;5O"II0L;7;!")! Q9R9""<)*+,

图 !""流式细胞仪检测细胞凋亡
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养板中#每孔 ;7!"G2#每组设 > 个复孔$ 培养 3"C 后加

待测标本#38""培养 !9"C 后每孔加入 !!MF"3QZ[B\#
继续培养 4"C 后终止反应$ 用细胞收获器将细胞移至

玻璃纤维滤纸上晾干# 将待测滤纸片置于闪烁杯中#
加入 9"G2 闪烁液#用液闪仪!WDM]GA0"#%>5;;"测定

放射性核素每分钟闪烁计数!-$."值$
!7973""流式细胞仪检测细胞凋亡 实验分组同上$ 取

不同处理组细胞#按试剂盒说明书分别加入 !#WF0BZ
F0<"W+TTD)"5;;"!2#V00DXF0"^Z_‘[/P5P!2 和 $‘P5!!2#避

光室温孵育 5PGF0$ 流式细胞仪!_V/%Z49;#a%V"在激

发波长 4::P0G 条件下检测#每次计数 5P;;; 个细胞$
!7974P丫啶橙染色 根据 %分子生物学常用实验方法&’5(

进行染色$ 滴加经或未经 #$% 和 Q9R9!!9PC"处理的

细胞悬液于载玻片上#成单细胞层$ 甲醇固定 5PGF0#
丫啶橙染色#荧光显微镜下观察$ 同时在光镜下观察

细胞形态学变化$
!73PP统计学处理

所得数据用 %$%%!;7; 统计软件包进行处理#多

个样本均数的比较采用方差分析#多个实验组与一个

对照组的两两比较用最小显著差法 !1CDP2DAE1PEF<0FTFZ
MA01PBFTTD)D0MDOP#%-"分析#二组间比较采用 + 检 验#
以 0L;7;5 为有统计学意义$

9PP结果

97!PP3QZ[B\ 掺入法测定细胞增殖
3QZ[B\ 掺入实验表明#!;;P!<P=#P#$% 能显著促

进肠上皮细胞的增殖#而双歧杆菌分泌型粘附素则能

抑制 #$% 对肠上皮细胞的促增殖作用# 且随粘附素

浓度的升高#抑制作用有逐渐增强的趋势!表 !"$ 而

9;;P!G*2=#PQ9R9 对肠上皮细胞有明显的抑制增殖作

用# 双歧杆菌分泌型粘附素可对抗 Q9R9 的这种抑制

增殖作用!表 9"$
979PP流式细胞仪检测细胞凋亡!图 !"

对照组细胞凋亡率为!474;!;759"b##$% 处理组

细胞凋亡率为!!47>3!;758"b#加入双歧杆菌分泌型

粘附素后#细胞凋亡率逐渐下降#随着粘附素浓度的

逐渐升高#这种作用愈益明显!0L;7;!#表 3"$而 Q9R9 处

理组#其细胞凋亡更为明显#凋亡率达!9379:!;7>:"b#
双歧杆菌分泌型粘附素处理后#细胞凋亡率也逐渐下

降#而且随着粘附素浓度的逐渐升高#这种抑制作用

也更为明显!0L;7;!#表 4"$
973PP丫啶橙染色和光镜下观察细胞形态学变化

在荧光显微镜下##$% 处理组既可见细胞核处于

分裂状态的增殖细胞#又可见凋亡细胞#其染色质呈

浓染的块状或颗粒状荧光#聚集于核周边或裂解成碎

片)而先经粘附素处理后#增殖和凋亡细胞均明显减

少$而 Q9R9 处理组可见更多凋亡细胞#增殖细胞数量

则较少)先经粘附素处理后#凋亡细胞数明显减少$ 见图
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表 B**双歧杆菌分泌型粘附素对 ;<= 体外诱导肠上皮

细胞凋亡的影响!!!!"
!"#$% &’’()* +’ ,-./’/(0 "01(2/3 +’ 4$ "0+ 5678 +3
",+,*+2/2 +’ /3*(2*/3"9 (,/*1(9/"9 )(99 /30-)(0 #: ;<=

!" #!$%& P"#$%!&’2

D(Q878>*)! R+I("+K# M(S8789$MM(Q878>*)! ;<T*
E"+$%U*V7*-G+W*V/,/X+Y-RKZ"/$J*-G+KZ.R-I(/.

["+$% &-(Z*+,*-%+%(+./.*P12
3+I("+K 6768!879:
\:]:*>88!!E*@; :B7:N!87AND
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表 6**双歧杆菌分泌型粘附素对 \:]: 体外诱导肠上

皮细胞凋亡的影响!!!!"
!"#>? &’’()* +’ ,-./’/(0 "01(2/3 +’ 4> "0+ @678 +3
/3*(2*/3"9 (,/*1(9/"9 )(99 ",+,*+2/2 /30-)(0 #: A7B7

!" #!$%& P*+$%!,-2

D(Q878>*)! R+I("+KU*M(Q8789^OMM(Q878>O)! \:]:

:_9% 光镜下观察见单独 ;<T 或 \:]: 处理组细胞变小&
变圆$胞质颗粒增多$部分细胞脱落漂浮于培养基中#

先经粘附素处理后$细胞形态生长良好$多表现为梭形%

BOO讨论

粘附素是通常存在于细菌表面或分泌至细胞外

的粘附活性分子$ 不但可以介导母菌对靶细胞的粘

着$激发粘附的细胞内信号传导途径#并且通过竞争

抑制等机制阻断具有类似受体结构的细菌的粘附活

性% 肠粘膜屏障受损可引起细菌和内毒素易位’A$C($诱

发内毒素休克&全身败血症或远端感染$加重病情$增

加死亡率% 双歧杆菌在维持机体肠粘膜屏障的完整

性方面起重要作用’N($但应用其耗尽培养上清液中成

分调节肠上皮细胞生物学功能$尚未见报道% 我们应

用我室从青春型双歧杆菌 >8:C 株耗尽培养上清液中

纯化出的一种相对分子质量为 >AO888 的蛋白质$体

外观察了双歧杆菌分泌型粘附素对 ;<T 和 \:]: 调

节肠上皮 ;+‘+ 细胞增殖和凋亡的影响%
在多细胞生物中内环境的稳定是由细胞增殖和

细胞凋亡的平衡来维持的% 流式细胞仪是检测细胞

凋亡十分准确和可靠的手段之一% 由于早期细胞凋

亡和坏死时细胞内磷脂改变$磷脂酰丝氨酸!<T"从

内部转移到细胞膜表面$ 所以用 abc3 标记 dIIZef
/Ifg 染色能够较检测细胞核改变如 hid 碎片更早

地辨别凋亡细胞% 凋亡和坏死的主要区别是当细胞

发生凋亡时$细胞膜仍保持完整$而坏死时$细胞膜破

裂%因此$借助细胞膜对 <b 通透性的差异可以区分细

胞凋亡与坏死% 我们通过 dIIZe/Ifj 和 <b 双染色检

!

图 9OO\:]:F 粘附素处理后的细胞荧光染色

!原放大倍数)"688"
C/D>E C9-+.+)1.+F( 2*"/3/3D +’ A7B7fO"30 "01(2/3f!

*.("*(0 )(992G 21+H/3D 2/D3/’/)"3* 0().("2( +’
",+,*+*/) )(992 P]"/E/I-KOJ-EI/,/R-(/+IW!"6882

图 :OO;<= 处理后的细胞荧光染色!原放大倍数)"688"
C/D>7 C9-+.+)1.+F( 2*"/3/3D +’ *1( )(992 *.("*(0 H/*1 ;<=G 21+H/3D )(99 21./3I"D( "30 3-)9(".

)+30(32"*/+3 P]"/E/I-KOJ-EI/,/R-(/+IWO"6882
图 BOO;<=F 粘附素处理后的细胞荧光染色!原放大倍数)"688"

C/D>% C9-+.+)1.+F( 2*"/3/3D +’ )(992 *.("*(0 H/*1 ;<= "30 "01(2/3G 21+H/3D 1+F+D(3+-2 0(32/*: +’ *1(
)(99 3-)9(/ P]"/E/I-KOJ-EI/,/R-(/+IW!"6882

图 6OO\:]: 处理后的细胞荧光染色!原放大倍数)k688" 细胞核浓缩#碎裂

C/D>? C9-+.+)1.+F( 2*"/3/3D +’ A7B7f*.("*(0 )(992 P]"/E/I-KOJ-EI/,/R-(/+IW!"6882
i$RKZ-"OR+IXZI.-(/+IO-IXO,+"J-(/+IO+,O,"-EJZI(O-"ZO.H+lI7

6B:
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测早期细胞凋亡!
!"# 是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分之一"由

特异性多糖#核心多糖和脂类 $ 组成! 当来自于肠道

的和感染部位的内毒素大量进入体内引起炎症介质

的大量合成#释放"最终发生脓毒血症!脓毒血症时肠

上皮细胞增生增多" 未成熟上皮细胞的比例增高"肠

细胞坏死及程序性死亡均增多! !"# 还可增加机体

%& 的产生"而 %& 可诱导 ’%()! 等细胞因子的产生"
继而通过细胞因子介导组织损伤"引起严重的炎症反

应"导致肠粘膜屏障功能不全! &*+,+ 等$-"./%研究发现

!"# 能促进肠上皮细胞 012)3 和 !#).45 的 6%7 合

成"脂类 7 至少部分参与了 !"# 的细胞丝裂原作用!
我们的研究也表明".//8"98:! 的 !"# 作用于肠上皮

细胞时"细胞增殖增加"凋亡也增加!尽管细胞增殖可

能 是 维 持 组 织 完 整 性 的 重 要 的 生 理 反 应 " 但 由 于

%&#’%;)! 等细胞因子以及细胞凋亡的逐渐增加"肠

粘膜屏障的完整性将逐渐受到破坏"肠道细菌#内毒

素易位"导致肠屏障功能不全乃至衰竭!而双歧杆菌纯

化粘附素能抑制 !"# 对肠上皮细胞的这种促增殖#
促凋亡作用" 显微镜下观察可见细胞形态保持良好!
提示纯化粘附素可能与 !"# 竞争肠上皮细胞上的结

合位点"使细胞形态保持完整"从而维持肠上皮细胞

增殖与凋亡间的生理平衡和肠粘膜屏障的完整性!
过氧化物自由基对细胞的作用存在一个剂量效

应和时间效应关系"高剂量有直接杀伤作用"中剂量

可引发凋亡"低剂量具有细胞丝裂原的作用"可刺激

细胞增殖$..%! 在各种体外实验模型中"如双氧水或超

氧根离子等氧化剂能提高肠上皮细胞通透性"并能通

过促进过多的肌动蛋白聚合作用来破坏细胞骨架"而

细胞骨架是肠粘膜保持完整性的关键组成部分$.4%!反

应性氧代谢产物能引起 7’" 耗竭 $.5%"也是引起肠屏

障功能不全的一个重要因素! 有研究表明$.<%"活性氧

可以通过刺激线粒体释放细胞色素 2 引起 2+=>+=?=
类的活化"从而触发细胞凋亡发生的级联反应! 目前

认为"活性氧可能是细胞凋亡发生过程中普遍存在的

中间介质$.@%! 本研究采用 4AA8"BC*:! 的 D4&4 作用于

肠上皮 !CEC 细胞"发现具有明显的抑制细胞增殖和

促进细胞凋亡的作用! 肠上皮细胞增殖受到抑制"凋

亡增加将使肠粘膜细胞的数量不断减少"肠通透性增

强"最终使肠粘膜屏障功能遭到破坏! 而预先经双歧

杆菌纯化粘附素处理后"D4&4 的这两种作用均明显

减弱!但其作用机制还不十分清楚"有待进一步研究!
总之"本研究表明"在体外"双歧杆菌分泌型粘附

素能抑制 !"# 和 D4&4 对肠上皮细胞的损害作用"有

效地维持肠粘膜上皮细胞增殖与凋亡的平衡"从而保

持肠粘膜屏障功能的完整性!这也为肠粘膜屏障功能

障碍的临床防治提供了一条新的思路!
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光动力治疗肛周湿疹样癌 , 例报告

!"#$#%&’()*+ $",-(.& /#- !01,$^2 %*2,02,3 -,.#-$ #/ #’, +(2,

李黎波!罗荣城!廖旺军!张鸣江!周 瑾!刘晓军!缪景霞"第一军医大学南方医院肿瘤光动力治疗中心!广东

广州 S,+S,S#

关键词!肛门肿瘤_<佩吉特病#光化学疗法

中图分类号!WST._<W3.S6.2<<<<<<<<文献标识码!!<<<<<<<<文章编号!,+++4*S22$*++T%+.4+*Q24+,

<<<<<<<<湿疹样癌的临床治疗手段主要是手术切除!并大面积植皮!

尤其是侵及肛门$肛管的湿疹样癌!需要手术后行 人 造 肛 门%

我院收治肛周湿疹样癌 , 例!经光动力治疗治愈!现报告如下%

,<<临床资料

患者男!SQ 岁!5 年前在 肛 门 周 围 出 现 一 小 片 斑 丘 疹!颜

色 发 红!轻 度 瘙 痒!于 当 地 医 院 就 医!考 虑 为&肛 周 湿 疹’!予

&皮炎平’等药物治疗!效果欠佳% 肛周皮肤经长期抓挠后皮疹

逐渐加重成大片状!皮疹加厚$变硬!并间有液性分泌物渗出!

瘙痒明显% *++* 年 5 月患者于某医院就医!经肛周组织病理检

查确诊为&‘:F’@ 病’!肠 镜 检 查 报 告 为&直 肠 内 有 多 处 病 变’%

患者先后辗转广州市 . 家大医院! 所有接触过的专家或教授

都认为必须行外科手术!且手术范围较大!不但需要大面积植

皮而且肛门无法保留!只有采用人工肛门% 患者为进一步诊治

于 *++* 年 ,+ 月 5 日到南方医院皮肤科住院检查! 再次行肛

周皮肤病变处活检!病理报告符合&‘:F’@ 病’% 经检查患者的

肿瘤病变已经侵犯至肛门! 该病目前主要的治疗手段是手术

切除肿瘤! 其切除范围应当包括肿瘤病变区域及周围部分正

常皮肤% 由于手术涉及的科室较多!患者先后到过皮肤科$整

形科$普外科% 手术前 , 天!患者听说南方医院肿瘤中心有肿

瘤光动力治疗!治疗肿瘤既不用手术!也不用植皮!更 可 以 保

留肛门!立即决定转到肿瘤科治疗% *++* 年 ,, 月 ,* 日光动力

治疗中心为患者进行光动力治疗( 先给患者静脉注射光敏剂

)美国 aVA 认证的 ‘YbEbaWcC#!剂量 *<9F\LF*J6]6!光敏剂

被肿瘤组织摄取形成高浓度!T2<? 后用 Q.+<G9 红色激光 )激光

治疗机为美国 aVA 认证的 Vcb&dV#照射肿瘤部位% 肛周皮

肤用微透镜光斑光导纤维进行照射!肛门内的肿瘤则通过肠镜

用柱状光导纤维进行照射% 肿瘤组织内的光敏剂被激光激活!

从而在肿瘤组织内产生单线态氧和血栓素 A*!从而达到破坏

肿瘤细胞而杀灭肿瘤% 治疗后 * 个月内患者肿瘤部位的皮肤逐

渐为正常皮肤所取代!T 个月后肿瘤组织完全消失! 正常皮肤

完全修复肿瘤部位% 患者既保住了肛门!可以正常解大便!又保

住了肛周皮肤!达到了消灭肿瘤$保护器官功能和美容的效果%

*<<讨论

光动力疗法与手术$ 化疗$ 放疗等常规肿瘤治疗手段相

比!具有许多优点(),#创伤小+)*#毒性 小+).#选 择 性 好+)T#
适用性好+)S#重复性好+)Q#可姑息治疗+)3#可消灭隐性癌病

灶+)2#可保护容貌及重要器官功能,,-% 光动力疗法本身几无毒

性!其主要缺点是可发生皮肤光过敏% 光动力疗法与其他治疗

手段联合可以提高疗效% 对某些肿瘤!先行外科切除!再施以

光动力疗法!以进一步消灭残留的癌细胞!减少 复 发 机 会+对

另一些肿瘤! 则先行光动力疗法! 使肿瘤缩小后再切除或放

疗!可提高治疗的成功率!延长患者生存期% 对于皮肤恶性肿

瘤!光动力疗法可以使患者既解除癌症的痛苦!又可以保留器

官功能!从而达到保护容貌和美容的功效,*-%
本例肛周湿疹样癌患者病变范围较广! 传统手术方法是

在距病灶外缘 *<I9 的正常皮肤处切除病灶!复发率高,.-% 同时

大 面 积 植 皮 和 人 造 肛 门 的 留 置 对 患 者 来 说 无 疑 是 难 以 接 受

的!既使患者手术切除肿瘤后肛周皮肤植皮成功!留置人造肛

门后患者的生存质量也会受到很大影响% 光动力治疗后 T2<?
可见肿瘤和正常组织分界清楚( 正常组织只是皮肤发红成充

血表现! 而癌组织则变性坏死并大量渗出+, 个月后肿瘤组织

脱落!* 个月后病变部位被正常皮肤组织修复% 光动力治疗不

但彻底清除了肿瘤!而且使肛周肿瘤病变处的皮肤得以保留!
同时患者的肛门也保留完好% 光动力治疗时我们担心患者有

肛门括约肌受影响而导致大便失禁的可能! 但是半年后检查

结果显示!患者肛门排便功能完好% 因此光动力治疗是皮肤癌

尤其是肛周湿疹样癌治疗的最佳适应证%
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